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Resumen

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un pequefio virus circular ADN epiteliotropico.
Recientemente ha sido asociado a Trastornos Potencialmente Malignos Orales (TPMO) como
Liguen Plano Oral (LPO) pero aun es controversial la asociacion con Lesiones Liquenoides
Orales (LLO).

Los objetivos del presente estudio fueron: detectar la presencia de VPH en LPO y LLO,

especificar los genotipos asociados a estas lesiones y analizarlos filogenéticamente.

El estudio fue retrospectivo entre los afios 2000 a 2014. Se diagnosticaron 112 biopsias
LPO(n=36) y LLO (n=82), recibidas en el Servicio de Anatomia Patoldgica de la Facultad de
Odontologia de la UNC, con diagnésticos presuntivos de LPO o LLO utilizando los criterios

clinicos e histopatoldgicos de clasificacién actuales de Van der Meij-Van der Waal.

La deteccion de VPH fue realizada en el Instituto Virol6gico JM Vanella-FCM mediante la
técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), la genotipificacion se realiz6 por
Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restricciéon (RFLP) y para el analisis

filogenético, las secuencias fueron alineadas utilizando el programa MEGA versién 5.
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Del total de casos estudiados, 7 casos (31,8%) fueron positivos y 15 (69,2%) negativos para
VPH. Los positivos 6 (85,7%) fueron LLO y 1 (14,3%) fue LPO. Se hall6 en un 20% genotipos
de AR y 60% a los de BR mientras que el restante 20% correspondié a un genotipo aln sin

definir su riesgo. El porcentaje de prevalencia de los genotipos 16, 6, 11,53 fue del 22,2%

mientras que para el genotipo 13 fue del 11,1%.

Es transcendental, debido al potencial maligno de ambas lesiones y con mayor predominio en

LLO, realizar nuevos estudios para profundizar sobre la asociacion de VPH con LLO.

Palabras clave: liguen plano oral, lesiones liquenoides orales, virus del papiloma humano.

Introduccién

Como se describe en el estudio de
Rautava & Syrjanen (2012) los Virus del
Papiloma Humano, son un grupo de virus
ADN que infectan el epitelio escamoso de
la piel 0 mucosa (epiteliotrépicos).
Syrjanen et.al (2011) en su estudio detalla
gue cerca de 150 tipos diferentes de HPV
han sido reconocidos, de los cuales 120
han sido secuenciados. Los HPV han sido
divididos en dos grupos; de alto riesgo
(HPV-AR) y a los de bajo riesgo (HPV-
BR).Los HPV-AR detectados en lesiones
orales malignas como potencialmente
malignas, incluyendo a los tipos 16, 18,
31,33,35, 39,45,51,52,56,58,59,66,68,73 y
82 mientras que los HPV-BR
2,4,6,11,13,32,43,44,54,61,70,72 y 81 se
asocian a lesiones benignas.

Para Warnakulasuriya (2018), el espectro
de Trastornos Potencialmente Malignos

Orales (TPMO) incluye: leucoplasia oral,
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eritroplasia, eritroleucoplasia, fibrosis
submucosa oral (FOS), lesiones palatinas
en fumadores inversos, liguen plano oral,
reacciones liquenoides orales,
enfermedad de injerto contra huésped,
lupus eritematoso oral y algunas
afecciones hereditarias como la
disqueratosis congénita, epidermdlisis
bullosa y queilitis actinica del labio inferior
también se asocia con un mayor riesgo de
cancer de labio.

Mollaoglu (2000), describe al Liquen Plano
Oral (LPO) como una enfermedad cronica
autoinmune gque afecta la piel y las
mucosas (mucocutanea). En relacién a su
prevalencia Sapp, Eversole & Wisocky
(2006) afirman que es del 1 al 2% de la
poblacién general, con mayor frecuencia
en adultos de 30 a 70 afios, con marcado

predominio por el sexo femenino.

De acuerdo a estudios realizados por
Minicucci, Weber, Stolf y Ribeiro (2008), el
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50% de los pacientes con LPO
simultaneamente presentan lesiones en
piel y mucosas, mientras que el 25% sélo
tiene lesiones orales. Lanfranchi (2004),
describe que el LPO puede afectar
cualquier sitio pero mas comunmente al
sector medio y posterior de la mucosa
yugal asi como lengua y encias, mientras
gue la localizacion palatina es poco

comun.

Estudios como el de Sousa & Rosa
(2008); Lanfranchi (2004) describen que
las lesiones de LPO suelen ser simétricas,
bilaterales o multiples con una gran
variedad de presentaciones clinicas,
incluidas las formas reticulares con estrias
de Wickham, papulares, en placa,

atroficas, ampollares y erosivas.

Las lesiones Liguenoides Orales (LLO)
presentan manifestaciones clinicas muy
similares al LPO pero su etiologia es
diferente. Van der Waal (2009) afirma:

Se describen cuatro tipos de LLO: 1)
restauraciones con amalgamas,
topograficamente asociadas a estas
lesiones,?2) lesiones liquenoides
relacionadas con farmacos,3) lesiones
liqguenoides en enfermedad de injerto
contra huésped (EICH) y 4) lesiones que
tienen un aspecto de liquen plano, pero
gue le falta uno o mas aspectos clinicos
caracteristicos. Clinicamente, se
presentan en forma unilateral, frecuentes

en paladar y asociados a EICH. (p.311)
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Objetivos
General

e Detectar la presencia de Virus
Papiloma Humano en Liquen
Plano Oral y Lesiones
Liguenoides Orales.

Especificos

e Especificar los diferentes
genotipos presentes en Liquen
Plano Oral y Lesiones
Liguenoides Orales.

e Analizar filogenéticamente los
genotipos hallados en Liquen
Plano Oral y Lesiones

Liquenoides Orales.

Materiales y Métodos

El estudio fue retrospectivo entre los afios
2000 a 2014 y se diagnosticaron 112
biopsias LPO(n=36) y LLO (n=82),
recibidas en el Servicio de Anatomia
Patoldgica A de la FO -UNC, con
diagndsticos presuntivos de LPO o LLO.
La deteccion de VPH fue realizada en el
Instituto Viroldgico JM Vanella-FCM en el
Laboratorio de Virus del Papiloma

Humano y Clamidia Trachomatis.

Criterios de inclusion: tacos de biopsias

con diagnastico clinico presuntivo de
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liquen plano oral y/o lesiones liguenoides

orales.

Criterios de exclusioén: protocolos de
biopsias incompletos, tacos de biopsias
con material insuficiente para su
diagnéstico y lesiones blancas como
leucoplasia y leucoplasia verrugosa
proliferativa entre otras patologias blancas

similares.

Los casos de LPO y LLO, se
diagnosticaron segun los criterios clinicos
e histopatoldgicos de la OMS modificados
por Van der Waal y Van der Meij (2003):

Criterios Clinicos;

. Presencia bilateral, mas o menos

de lesiones simétricas.

. Presencia de un patron en red de
encaje de lineas blanco-gris ligeramente

elevadas (patrén reticular).

. Lesiones erosivas, atroficas,
ampollares y tipo placa, seran sélo
aceptadas como un subtipo en la
presencia de lesiones reticulares en otras

partes de la mucosa oral.

En todas las otras lesiones que se
asemejan a LPO pero que no completen
los criterios antes mencionados, debe ser
utilizado el término “clinicamente

compatible con”.

Criterios Histopatolégicos;
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. Presencia de una banda bien
definida como zona de infiltrado celular
linfocitario que se limita a la parte
superficial del tejido conectivo.

. Signos de degeneracion hidrépica
en la capa basal.

. Ausencia de displasia epitelial.

Cuando las caracteristicas
histopatol6gicas son menos evidentes,
debe ser utilizado el término

“histopatolégicamente compatible con”.
Diagnéstico Final de LPO;

Para lograr un diagnostico final clinico
como histopatolégico deben ser incluidos

los siguientes criterios:

LPO (Liquen plano oral): un diagndstico
de LPO, requiere el cumplimiento de

ambos criterios clinicos e histopatolégicos.

LLO (Lesién liguenoide oral): el término
LLO se utilizara en las siguientes

condiciones:

1. clinicamente tipico de LPO pero
histopatolégicamente sélo “compatible con
LPO”.

2. histopatol6gicamente tipico de
LPO pero clinicamente s6lo “compatible
con LPO”.

3. clinicamente “compatible con LPO”
e histopatolégicamente “compatible con
LPO”.
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Extraccion de Ac. nucleicos: se realizo
una extraccion de ADN gendémico
utilizando AccuPrep® Genomic DNA
Extraction Kit (Bioneer) a partir de las
muestras obtenidas.

Visualizacion de los productos de PCR:
los productos de PCR se visualizaron por

medio de electroforesis en gel de agarosa.

Las bandas correspondientes al producto
esperado fueron extraidas del gel
empleando el Kit QIAquick Gel Extraction
Kit (Quiagen, Valencia, Ca, USA) de
acuerdo a las especificaciones del
fabricante.

Para el andlisis filogenético se siguio el
trabajo de Tamura et.al (2011) y las
secuencias de la region E6 amplificadas
fueron alineadas utilizando el programa
MEGA version 5. Se estimo el modelo
apropiado utilizando el programa jModel
Test Version 0.1.1 del trabajo de Posada
(2008) y se construy6 el arbol por
maxima verosimilitud, utilizando el
software PhyML versién 3.0 del trabajo de
Guindon (2010) y el mismo fue evaluado
bajo el procedimiento de bootstrap con

1000 pseudoréplicas.

Las secuencias patrones para la
realizacion del arbol filogenético fueron
tomadas de Smith et. al (2011). Los
nameros de acceso a GenBank son los
siguientes: variante Europea prototipo
(Ep): HQ644286, Europea Asiatica (Ea):
HQ644251, Africana 1 (AF-1): HQ644238,
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Africana 2 (AF-2): AF472509 y Asiatica
Americana (AA): HQ644255.

Resultados y Discusion

Del total de biopsias estudiadas
solamente en 22 (19,6%) se pudo realizar
la técnica de PCR. Resultaron 7 (31,8%)
casos positivos y 15(68,2%) negativos
para VPH.

7 (31,8%)

@® Pos @ Neg

Figura 1.Porcentaje de casos VPH

positivos y negativos

El género que prevalecio fue el femenino
con 12 casos (54,5%) mientras que
masculinos fueron 10 casos (45,5%).En
los casos positivos 4 (57,1%) fueron
femeninos mientras que 3 (42,9%) fueron
masculinos y en los casos negativos
11(73,3%) fueron femeninos y 4(26,7%)

masculinos
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CASOSHPV + CASOS HPV-

@ FEMENINOS
B MASCULINOS

Figura 2.Casos Femeninos Vs.

Masculinos VPH positivos y negativos.

Los casos positivos fueron
histopatol6gicamente 6 (27,3%) LLOy 1
(4,5%) LPO con zonas histopatoldgicas en
placa (queratésico) y ampollar. Los casos
negativos fueron 13 (59,1%) LLO y 2
(9,1%) LPO siendo uno de ellos en placa

(queratdsico).

Casos

LPOpos LLOpos LPOneg LLOneg

VPH positivos y negativos

Figura 3.Casos LPO y LLO VPH positivos
Vs. VPH negativos.

El presente estudio muestra evidencias
sobre la asociacion del Virus del

Papiloma Humano con Lesiones
Liguenoides Orales en mayor porcentaje
gue Liquen Plano Oral. Sin embargo, otros

estudios como el de Gorsky & Epstein

(2011), Matilla, Rautava y Syrjanen (2012)
y Ostwald et. al (2003) afirman que los
VPH son més detectables en LPO.

En relacion a las variedades
histopatoldgicas de LPO en el estudio de
Szarka et al, 2009 (24) la infeccion de
VPH es mas frecuente en las formas
atréficas/erosivas que en las no
atréficas/erosivas. Comparandolo con el
presente estudio los LPO con zonas
ampollares luego se transforman en zonas
erosivas concediendo en parte con los

resultados del estudio de Szarka.

La prevalencia fue del 22,2% para los
genotipos 16, 6, 11,53 mientras que para
el genotipo 13 fue del 11,1%. EI
porcentaje de genotipos de VPH, en
relacion al riesgo, se encontré que el 60%
eran de BR (genotipos 6,11 y 13), el 20%
de AR (genotipol6) mientras que el otro
20% representaba un genotipo

posiblemente de alto riesgo (genotipo 53).

Estos resultados difieren de otros trabajos
como por ejemplo con en el trabajo de
Campisi et al (2004) donde se detecto el
genotipo 18 como el mas frecuente
seguido por los genotipos 16,31y 6. Esto
se podria deber al lugar geografico donde
se realiza el estudio de Campisi et.al ya
que en Latinoamérica no seria frecuente
el genotipo 18 pero si el 16. Este genotipo
en el este estudio compartié el mismo
porcentaje otros genotipos que no fueron

hallados por Campisi et al.
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Este estudio coincide en el predominio del
genotipo VPH 16 con el estudio realizado
por Cox, Maitland y Scully (1993) aunque
su porcentaje de prevalencia fue mayor
debido a que en ese estudio solamente se
detectd ese genotipo. También hay
similitudes en relacion a la prevalencia del
genotipo 16 con los estudios de
Oflatharta, Flint, Toner, Butler y Mabruk
(2003) y con el de Yildirim, Senguven y
Demir (2011) donde se encontré mas
prevalente al genotipo VPH-16 en LPO en
un porcentaje del 26,3% y 21%
respectivamente pero siendo superior el
porcentaje al hallado en el estudio de
Oflatharta et.al, pero en comparacion con
el estudio de Yildirim et al, en el presente
estudio fue mas prevalente el VPH-16 y se
utilizé la técnica de PCR para la deteccion
de VPH.

Ademas, otra diferencia con los estudios
de Oflatharta y Yildirim, es que en el
presente estudio se detecté VPH-16 en
LPO y LLO mientras que en los estudios

comparados solamente se estudié al LPO.

1(20,0%)

1(20,0%)

® iR AR? @ BR
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Figura 4. Porcentaje de Virus del

Papiloma Humano segun riesgo.

2 (22,2%) 2(22,2%)

1(11,1%)

2(22.2%)

® VPHIG VPH 53 @ VPH 11 VPH 13 @ VPH 6

Figura 5.Prevalencia de Genotipos de
VPH.

De los 7 casos VPH positivos se pudo
realizar el analisis filogenético en los
genotipos 16. Se analizaron 2 casos y se
secuencio la region E6 del VPH 16.Los
resultados arrojados son que el caso N°1:
116T y el caso N°2: 184T ambos estaban
asociados al linaje Europeo. Siendo el
caso N°1 Europeo Asiatico (Ea) y el caso

N°2 Europeo prototipo (Ep).

Investigaciones realizadas en Argentina y
otros paises de Sudamérica como los de
Yamada et.al, 1997 (29) y Picconi et.al
(2002; 2003) utilizando muestras
cervicales en lugar de bucales, se
detectaron un amplio porcentaje de
variantes europeas. Esto se deberia a que
nuestro pais recibio en las primeras
décadas del siglo XX una fuerte
inmigracion europea, lo que pudo dar
lugar al ingreso de esta variante por lo que

las variantes europeas, podrian haber
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llegado a Sudamérica principalmente

durante la colonizacién espafiola.

Figura 6. Arbol filogenético.

Conclusiones

En los afios recientes, la infeccion oral por
VPH ha ido incrementandose y podria,
segun diversos estudios, ser el probable y
potencial factor etioldgico de los TPMO.
Sin embargo podemos notar como varian
las frecuencias de la prevalencia de VPH
en los diferentes estudios. Muchas
razones hacen estas diferencias como
probablemente el tamafio de la muestra,
los métodos de deteccion utilizados vy el

lugar geografico del estudio.

Los resultados del presente estudio
usando los criterios actuales de
clasificaciéon para LPO-LLO muestran que
las LLO se asocian mas a VPH que los
LPO. Ademas, que el género femenino

sigue prevaleciendo en los casos positivos
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tanto en asociaciones de VPH con LPO y
LLO.

En este estudio se encontraron variantes
gue no han sido halladas en trabajos
anteriores estudiando TPMO como lo son
el genotipo 53 y 13. El primero muestra un

porcentaje del 22,2% prevaleciendo juE
Caso 2
con otros genotipos ya conocidos pero

aun es controversial su tipo riesgo aunque
se cree que seria de alto riesqo.

Caso 1l
Otro punto importante, es el

filogenético del genotipo 16 ya que se

podria inferir que las variantes europeas
podrian haber llegado a Sudamérica
principalmente durante la colonizacion
espafiola y es por esto que tenemos estas

variantes genotipicas en nuestro pais.

Es transcendental, debido al potencial
maligno de ambas lesiones pero con
mayor predominio en LLO, realizar nuevos
estudios para profundizar la asociacion de
VPH con LLO y asi contribuir a los
profesionales clinicos y a otros estudios
sobre el rol del VPH en la transformacion
maligna de LLO sobre LPO.
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